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PROCEDE DE RECOMBINAISON IN VIVO DE SEQUENCES D'ADN 
PARTIELLEMENT HOMOLOGUES 



La presente invention concerne un procede de recombinaison 
5 in vivo de sequences d'ADN partieilement homologues presentant une 
proportion importante de mesappariements de bases pouvant aller 
notamment jusqu'a 30 %. 

II est ainsi possible de recombiner des genes individuels, au 
niveau de cellules ou d'organismes d'especes et genres differents ayant 

10 partage les memes ancetres. 

La presente invention concerne egalement un procede de 
production d ! organismes recombines par croisement et recombinaison in 
vivo d'organismes d'especes et/ou de genres differents, ainsi qu f un procede 
de production in vivo de genes hybrides et done des proteines hybrides 

15 codees par ceux-ci. 

Lors de la synthese de l'ADN, des erreurs peuvent se produire 
et conduire a des paires de bases non compiementaires appelees 
mesappariements. II existe un processus de correction des erreurs (mesap- 
pariements et non appariements des bases) dans le DNA. Ce processus fait 

20 intervenir un systeme enzymatique. Ainsi, chez les bacteries Escherichia 

Coli et Salmonella typhimurium les erreurs sont treS rapidement et 
precisement detectees par deux enzymes (MutS et MutL) permettant a une 
troisieme enzyme (MutU) de derouler les deux brins d'ADN et a une 
quatrieme enzyme (MutH) de couper le brin neosynthetise sur une sequence 

25 du DNA (GATC) elle-meme methylee plus tard par une autre enzyme 
(ref. : _0. Les erreurs les plus frequentes G:T, A:C et plus ou moins une 
base, sont les plus efficacement reparees. Les erreurs pas ou mal detectees 
par les enzymes Mut (G:A, C:T et C:C dans certains endroits) ont une 
structure particuliere "ouvrant" les deux brins. 

30 Jusqu'a maintenant, l'obtention d'especes hybrides ou de genes 

hybrides se heurtait a de nombreux problemes. Pour ce qui est d'especes 
hybrides, les tentatives les plus avancees faites in vitro dans le domaine 
vegetal par fusion de cellules se heurtaient au probleme majeur de 
Tinstabilite genetique. Quant a l'obtention de genes ou enzymes hybrides, 
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elle etait possible uniquement in vitro par genie genetique. 

Le but de ia presente invention est de faire de nouvelies 
especes hybrides ou, a fortiori, de nouveaux genes ou enzymes hybrides par 
recombinaisons intergeneriques et/ou interspecifiques in vivo avec une 

5 efficacite et une facilite accrue. 

Pour ce faire, et selon une premiere variante de l'invention, 
on utilise des mutants defectueux dans ie systeme de reparation des 
mesappariements de bases de 17YDN ou tout autre mutant qui augmente la 
recombinaison intergenerique. 

0 On peut citer notamment les souches mat, en particulier mut 

L, S, H ou U de Escherichia coli et Salmonella typhimurium ou encore les 
souches hex de Streptococcus pneumoniae (ref. : 2) et pms chez la levure 
(ref. : 3) 

En effet, on a decouvert selon rinvention que le mecanisme 

5 moieculaire de la speciation , et done de i'apparition d ! une nouveile espece, 

peut impliquer de fa^on critique Tactivite des enzymes de correction des 
mesappariements et seulement eiles. L'invention consiste en effet a 
exploiter ie role d m antirecombinaison lt stimule par les mesappariements de 
bases d'ADN qu'ont les enzymes de reparation de ces mesappariements. Ce 

0 role definit un mecanisme moieculaire de la speciation, c ! est-a-dire de ia 

separation genetique initiale de nouvelies especes, 

Toutefois, au lieu de Putilisation des mutants defectueux dans 
le systeme enzymatique de reparation des mesappariements de bases de 
l'ADN, on peut inactiver transitoirement ce systeme le temps d'obtenir les 

5 recombines voulus, notamment par saturation. 

Compte tenu du fait que les mutants de reparation des 
mesappariements sont genetiquement instables, il peut etre interessant 
d'utiliser une deficience transitoire necessaire a la construction genetique 
desiree avant de revenir a la stabiiite genetique normale. Le probieme 

3 principal en biotechnologie classique est l'instabilite genetique des souches 

"industrielles". Apres la selection du variant voulu, sa propre stabiiite 
genetique est compromise et ii reverse vers le type sauvage au cours de la 
croissance dans le fermenteur. 
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La strategie pour Tinactivation transitoire du systeme de 
correction des mesappariements selon l'invention est double : 
a) Utilisation d'un mutant de correction conditionnel ( mutS 1 ^" 1 ) 
d' Escherichia coli pour toute construction genetique chez E. coli , et 
5 b) Saturation, c'est-a-dire inactivation fonctionneiie du systeme de 

correction par ^introduction dans la cellule d f un grand nombre de 
mesappariements, Cette methode est applicable a n'importe quel 
organisme. 

La presente invention a done pour objet un procede de 
10 recombinaison in vivo de sequences d ! ADN partiellement homoiogues, 

caracterise en ce qu'on met en presence lesdites sequences dans des cellules 
ou un organisme dont le systeme enzymatique de reparation des 
mesappariements de bases est defectueux ou a ete inactive transitoirement 
par saturation le temps d'obtenir la recombinaison en.tr e lesdites sequences 
15 d'ADN ou encore en utilisant des mutants qui augmentent ia recombinaison 

intergenerique. 

II convient done le cas echeant que Tune au moins des 
enzymes soit inactivee, a savoir une enzyme impliquee dans la reconnais- 
sance ou dans la correction proprement dite des erreurs. 

20 Les sequences d'ADN en cause a recombiner peuvent etre 

chromosomiques ou extra-chromosomiques permettant dans ce dernier cas ia 
recombinaison entre des genes individuels clones. 

Comme application de ce procede de recombinaison in vivo , la 
presente invention a egalement pour objet un procede de production in vivo 

25 de genes hybrides et de leur proteines codees, caracterise en ce qu'on met 
en presence dans ledit organisme defectueux ou inactive dans le systeme 
enzymatique de reparation des mesappariements de bases, deux dites 
sequences d f ADN consistant en des genes partiellement homoiogues issus de 
deux organisnqes differents, et on selectionne le gene hybride recherche ou 

30 sa proteine codee. II s ! agit dans ce cas de production in vivo extra- 
chromosomique. 

On pourra introduire par exemple sur des plasmides les deux 
genes partiellement homoiogues codant pour une m€me fonction mais ayant 
une sequence differente et des proprietes enzymatiques du produit 
differentes puis selectionner sur boite de Petri parmi les milliers de 
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differentes recombinaisons obtenues celles qui pourraient nous interesser. 
Ceci correspondrait autrement a un travail immense du genie genetique in 
vitro . 

La presente invention fournit egalement un procede de 
production in vivo de genes hybrides, et de leur proteines codees dans 
iequel un premier gene d'un premier organisme est porte par un premier 
plasmide et un second gene partieilement homologue d'un second organisme 
sont introduits par transformation dans une bacterie dont le systeme 
enzymatique de reparation des mesappariements est defectueux ou dans 
tout autre bacterie mutante qui augmente la recombinaison intergenerique 
ou dans une bacterie dont le systeme de reparation des mesappariements 
est transitoirement inactive, les genes se recombinent et Pon selectionne le 
gene hybride recherche ou sa proteine codee. 

En particulier, dans le procede ci-dessus, la bacterie 
transformee avec les plasmides portant les genes a recombiner peut etre 
une souche E. coli ou Salmonella typhimurium defectueuse ou transitoire- 
ment inactivee dans le systeme enzymatique de reparation des mesappa- 
riements ou tout autre mutant de telle bacterie qui augmente la 
recombinaison intergenerique. 

Avantageusement, pour toute construction chez E. coli, on 
utilisera une souche thermosensible pour la fonction de reparation des 
mesappariements, par exemple la souche E. coli mutS* 5 " 1 qui est mutatrice 
mutS" a 42°C et normale mut + a 32°C. On active la recombinaison 
heterospecifique a 42°C, on selectionne le caractere recherche a 32°C. 

L f invention a pour objet en application du procede de 
recombinaison in vivo selon Tinvention un procede de production de cellules 
recombinees par des techniques de transformation ou fusion , caracterise en 
ce que : 

- on effectue une transformation et une recombinaison in vivo : 

. a l'aide de I'ADN de cellules d f un organisme d r une premiere espece 

et d f un premier genre, 
. avec I'ADN chromosomique des cellules d f un organisme d'une 
deuxieme espece et/ou d ! un deuxieme genre, 
ces cellules de I'organisme de deuxieme espece ou genre etant defectueuses 
dans les systemes enzymatiques de reparation des mesappariements ou 
ayant ledit systeme inactive transitoirement, notamment par saturation, ou 
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- on effectue la recombinaison in vivo des chromosomes de ces deux types 
de cellules apres fusion desdites cellules, celles-ci ayant toutes deux un 
systeme enzymatique de reparation des mesappariements defectueux ou 

5 ayant ledit systeme inactive transitoirement notamment par saturation. 

L ! invention a egalement pour objet en application du procede 
de recombinaison in vivo selon l'invention, un procede de production 
d'organismes recombines par croisement et recombinaison in vivo 
d'organismes d'especes et/ou de genres differents, caracterise en ce qu ! on 
10 effectue un croisement et une recombinaison in vivo entre : 

- un organisme d'une premiere espece et d'un premier genre, et 

- un organisme d'une deuxieme espece et/ou d ! un deuxieme genre, 

Tun au moins de ces deux organismes etant defectueux dans le systeme 
enzymatique de reparation des mesappariements ou ayant ledit systeme 
15 inactive transitoirement, notamment par saturation. 

Dans le procede de production de cellules ou d'organismes 
recombines selon invention, on peut produire des cellules ou des 
organismes recombines de bacteries, mais aussi de levures, de plant.es ou 
meme d'animaux. 

"20 En particulier, l'invention a pour objet un procede de 

production de bacteries recombinees par croisement et recombinaison de 
bacteries d'especes et/ou de genres differents, caracterise en ce qu'on 
effectue une conjugaison ou une transduction in vivo entre 

- des bacteries dites receptrices d'une premiere espece et d ! un premier 
25 genre qui sont defectueuses dans les systemes enzymatiques de reparation 

des mesappariements de base ou dont les systemes enzymatiques de 
reparation des mesappariements de bases sont inactives transitoirement, 
notamment par saturation, et 

- des bacteries dites donneuses, d'une deuxieme espece et/ou d'un 
30 deuxieme genre qui comportent un caractere particulier que Ton souhaite 

transferer aux cellules receptrices. 
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Avantageusement, les bacteries dites receptrices sont en outre 
defectives dans les sytemes enzymatiques de restriction de I'ADN. 

L'inventlon s'est traduite de fagon spectaculaire dans le 
domaine de la conjugaison de bacteries. Les deux genres bacteriens 
5 Escherichia coii et Salmonella typhimurium qui se sont separes geneti- 
quement il y a 140 millions d'annees (Ochman et Wilson 1987) ne se 
croisent pas du tout aujourd'hui par recombinaison du DNA. 

Les croisements par conjugaison entre Salmonella typhimurium 
et Escherichia coli sont en effet steriies, c ! est-a-dire que la recombinaison 
10 est absente ou tres faible selon le locus considere (Baron et al. 1959 ; 

Einsenstark 1965, Mergeay et Gerits 1983)* Toutefois, quand on elimine les 
fonctions MutL ou MutS par exempie, par mutations, de ces souches on 
obtient de nouveau, apres 140 x 10 6 annees, un croisement par recombi- 
naison tres efficace (au moins 10^ fois plus eleve que chez les bacteries non 
15 mutees)- Ainsi le role des enzymes de reparation dans la sterilite inter- 
specifique et intergenerique est atteste dans des croisements bacteriens. 

Dans un mode de realisation particuiier du precede de 
production de bacteries recombinees selon l f invention, on croise une souche 
^ e E» Coli et une souche de Salmonella typhimurium dont l f une au moins (la 
20 receptrice) est defectueuse ou inactivee, notamment par saturation dans 
son systeme enzymatique de reparation des mesappariements de bases. 

De preference, on conjuguera une bacterie donneuse du type 
Hfr avec une bacterie receptrice du type F~. 

Dans un mode de realisation particuiier, on a realise selon 
25 Tinvention la conjugaison entre une une souche E. Coli donneuse Hfr et une 
souche Salmonella typhimurium F" mutante defective pour le systeme 
enzymatique de reparation des mesappariements de base du type mutS ou 
mutL, c f est-a-dire defective pour les proteines MutS et MutL qui 
interviennent dans la reconnaissance des mesappariements, 

30 



WO 90/07576 



PCT/FR89/00673 



7 



Le precede de production des bacteries recombinees selon 
l'invention peut conduire a la fabrication de souches nouvelles, par exemple 
des souches de Salmonella pathogenes attenuees, rendues non toxiques par 
croisement avec des souches Escherichia coli mais portant toujours les 
5 determinants antigeniques de surface des souches pathogenes, ceci pour 
produire le vaccin contre la Salmonellose correspondante. 

En application du procede de production d'organismes 
recombines selon l'invention, un autre objet de la presente invention est un 
procede de production in vivo de genes hybrides et de leurs proteines 

10 codees, a partir de deux genes partieilement homologues caracterise en ce 
qu'on prepare des cellules recombinees a partir de cellules dudit premier 
organisme qui contiennent un premier gene et les cellules dudit deuxieme 
organisme qui contiennent un second gene partieilement homologue, et on 
selectionne le gene hybride recherche ou sa proteine code. 

15 On peut, en particuiier, en utilisant les mutants de reparation 

des mesappariements de base, croiser des bacteries d'origines differentes et 
produire ainsi des genes nouveaux et selectionner les proprietes recher- 
chees. II s f agit dans ce cas de genes chromosomiques. 

Comme mentionne precedemment, l ! utilisation de mutants en 

20 - systeme enzymatique de reparation des mesappariements de base peut etre 
remplacee par la saturation du systeme enzymatique en introduisant par 
transfection un heteroduplex d'ADN riche en mesappariements. 

La presente invention a enfin pour objet un procede de 
mutagenese inverse ciblee d'un gene dans un organisme ledit gene 

25 comportant une base mutee que Ton veut retablir telle qu'avant sa 
mutation, caracterise en ce qu'on introduit un heteroduplex comportant un 
nombre eleve de mesappariements pour inactiver par saturation le systeme 
enzymatique de correction des mesappariements de Porganisme, et un 
oligonucleotide consistant dans la sequence d'ADN retablie telle qu'avant 

30 mutation du gene. 
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Selon ce precede, II est possible d'obtenir des changements 
genetiques cibles avec des oligonucleotides de synthese en les introdulsant 
en grande quantite dans des cellules pendant une perlode deactivation 
fonctionnelle du systeme de reparation des mesappariements. 
5 D'autres avantages et caracteristiques de la presente invention 

apparaTtront a la lumlere des exemples qui vont suivre. 

La figure 1 represente le profil de restriction de trois 
recombinants intergeneriques a partir de croisements de Escherichia coli 
Hfr et Salmonella typhimurium F~. 

10 

EXEMPLE 1 CONJUGAISON DE SOUCHES E. coii Hfr et Salmonella 
thyphimurim F~ 

On a realise des conjugaisons entre Hfr sauvages d T E- Coli et 
15 F~ de Salmonella Typhimurium defectives dans les systemes de restriction 
du DNA, et de surcroit defectives pour les sytemes de reparation des 
mesappariements (mutants mutL, mutS, mutH ou MutU)* 

La souche Hfr de E. Coli a son origine de transfert a 
76,5 minutes sur la carte et xylose est le marqueur injecte en premier (78 1 ). 
20 Les souches F" de Salmonella possedent deux auxotrophies (met A et met 
E) et une incapacite a utiliser le xylose (xyl~) ; elles sont resistantes a la 
streptomycine. La souche Hfr de E. Coli est sauvage pour ces marqueurs et 
sensible a la streptomycine ; elle possede deux autres auxotrophies (leucine 
et threonine) ce qui permet une triple contreselection lors des conjugaisons. 
25 Les souches Hfr de E. Coli et F" Salmonella mut + , mutL, mutS, mutH ou 
mutU defectives pour les systemes de restriction sont cultivees en milieu 
liquide riche (LB). Lorsqu ! elles sont en phase exponentielle (1 a 5 10 S /ml), 
on melange 1 ml de Hfr et I ml de F~ et on filtre immediatement le 

30 
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melange sur filtre millipore. Ce filtre est mis a incuber a 37°C sur une 
boite de milieu riche prechauffee. On laisse la conjugaison se faire pendant 
40 minutes et ie filtre est recupere et mis dans 1 ml de MgSQ4 10" 2 M puis 
vortexe vigoureusement pendant 1 minute pour resuspendre les bacteries et 
5 separer les conjuguants. Les aiiquots sont etales sur des boites de milieu 

selectif : milieu minimum 63 (ref. : Miller 3.H. 1972, Experiments in 
Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory Cold Spring Harbor, 
N.Y.) avec glucose (0,4 %) et sans methionine pour selectionner les met + ou 
avec xylose pour seul sucre (0,4 %) et avec methionine (100 jig/ml) pour 

10 selectionner les xyl + . Ces deux milieux selectif s ne contiennent ni 
threonine ni leucine mais contiennent de la streptomycine (25 pg/ml) pour 
assurer une triple centre selection des Hfr. Les boites sont incubees a 37°C 
40 heures, 60 heures et 88 heures et les clones recombines comptes et 
etudies. Une experience temoin correspondant au croisement homo- 

15 specif ique Hfr Coli x F~ Coli est realisee dans les memes conditions. 

De surcroit, les souches .F" de Salmonella ont ete rendues 
mutantes pour recA (la proteine recA est indispensable a toute recombi- 

naison homologue). 

Les resultats obtenus pour les souches mutL et mutS pour 
20 lesquelles l'effet est le plus important sont decrit dans le tableau 1 
ci-dessous. Ce tableau indique la frequence des receptrices F" devenues 
xyl + par bacterie Hfr donneuse apres soustraction des revertants obtenus 
avec les souches receptrices seules (incubation 60 heures). Des resultats 
equivalents ont ete obtenus pour le marqueur met, 

25 



30 
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Tableau 1 



Conjugaisons 


Frequence xyl + /Hfr donneuse 


Coli 


Hfr + Coli F" 






1.3 10" 1 


Coli 


Hfr + Sal. mut + 


F" 




6.7 10" 7 


Coli 


Hfr + Sal. mutL 


F" 




2.1 10" 3 


Coli 


Hfr + Sal. mutS 


F" 




1.7 10" 3 


Coli 


Hfr + Sal. mut + 


recA 


F" 


^.3 10~ 8 


Coli 


Hfr + Sal. mutL 


recA 


F" 


1.8 10" 8 


Coli 


Hfr + Sal. mutS 


recA 


F" 


6 10" 8 



La frequence de recombinaison intergeneriques augmente d'un 
facteur d'au molns 10^ pour mutL et mutS, et legerement plus faible pour 
mut H et U par rapport aux conjugaisons faites avec Saimonellas F~ 

20 . defectives pour la restriction du DNA mais sauvages pour ies genes de 
reparation des mesappariements (mut + ). Par selection de recombinants sur 
milieux seiectifs, nous avons pu obtenir ces hybrides entre E« Coli et 
Salmonella Typhimurium qui, nous le pensons, sont des especes nouvelles 
"Eschenella" ou "Salmorichia 1 1 avec de nouvelles combinaisons de genes et 

25 des genes recombines nouveaux. 

Des recombines prototrophes (met + ) et capables de fermenter 
le sucre xylose (xyl**") obtenus par recombinaison interspecifique peuvent 
etre formes par des mecanismes divers. Le plus simple est le remplacement 
direct du gene, resultat habituel de la conjugaison recA-dependante entre 

30 E. coli ou entre S. typhimurium (conjugaison intraspecifique). Les deux 
autres mecanismes possibles conduisent a la formation de dipioTdes partiels. 
Ces types de recombinants different quant a leur stabilite. On s ! attend a ce 
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que les rem placements simples soient stables et les diploldes partiels 
instables. En consequence, on a verifie la stabilite phenotypique des 
recombinants de chaque croisement en striant sur des boites indicatrices (1 
% xylose McConkey medium ref. Miller, J.H. Experiments in molecular 
5 genetics (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 
1972)). Dans I'ensemble, les profils de stabilite des recombinants 
intergeneriques revelent un groupe heterogene. 

Tableau 2 : Analyse des recombinants xyl + et metE + metA + des 
croisements de conjugaison E. coli Hfr X S. typhimurium F" 

10 







Marqueurs 


Recombinants xyl + 


15 


F~ receptrice 


% met 4 
dans xyl 


% xyl + 
dans met 


stable : 
instable : 


Transposon 
perte 


20 


S. typhimurium : 
mut 

mutL::TnlO 
mutS::TnlO 
mutH::Tn5 
mutU::Tn5 


7.7 (389) 

3.6 (412) 

8.7 (412) 
10.7 (412) 

2.4 (412) 


5.8 (412) 
9.4 (412) 
6.6 (375) 

1.9 (412) 
22.0 (412 


33:1 
8:27 
1:34 
7:28 

19:16 


7/8, 0/27 
0/1, 0/34 
0/7, 0/28 
19/19,3/16 




E. coli : 
mut 


63.1 (412) 


18.9 (412) 


20:0 





Pour savoir si les genes mut + de Escherichia ont rempiace les 
genes mut de Salmonella , on a suivi le devenir des transposons inseres dans 
les genes mut de Salmonella : si le gene mut de E. coli fonctionnel a 
rempiace le gene residant mut portant Tn, alors le recombinant aura perdu 
a la fois sa resistance aux antibiotiques et son caractere mutant. Ceci s ! est 
effectivement passe pour 7 des 8 des recombinants xyl + met + stables 
obtenus dans le croisement avec une souche receptrice S. typhimurium 
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mutL::TnlO suggerant que, excepte pour un recombinant, les sequences 
d' Escherichia coli ont remplace les sequences de Salmonella jusqu'a environ 
5 min apres le dernier gene selectionne (metA) dans la region mutL. Dans 
le croisement avec S. typhimurium mutU::Tn5 comme souche receptrice, le 
5 gene mutU a ete remplace chez 19 des 19 recombinants xyi + stables. Aucun 
des recombinants xyi* met + des croisements de mutS::Tni0 et mutH::Tn5 
n r ont montre une perte de transposon ou un rempiacement de gene mat car 
la conjugaison a ete interrompue au bout de 40 min et la region 
chromosomique des genes mutS, mutH n r a pas ete transferee. 

i0 La figure 1 montre la liaison physique entre les sequences de 

Salmonella et Escherichia coli . L'ADN genomique des deux souches 
parentaies et leurs trois recombinants intergeneriques xyl + met" 1 " stables 
(respectivement des croisements mutL, mutS et mutH) a ete coupe par 
l'enzyme Spel et les fragments ont ete separes par electrophorese sur gel a 

15 champ pulse sur un appareil Beckman Gene Line TAFE. Les deux plus 
grands fragments d ! ADN des S. typhimurium F" parentaies (£) sont absents 
dans les trois recombinants qui, a la place, ont acquis au moins un fragment 
non parental que I'on pense contenir une jonction d'ADN inter-espece. En 
outre, au moins un grand fragment de restriction d ! ADN de E. coli Hfr 

20 (y) est observe dans les recombinants L17 et S12 (L17 est ie recombinant 
qui a ete depose sous le numero 1832). 

La souche de S. typhimurium utilisee mutL F" a ete deposee 
sous la reference SL4213 mutL (n° 1831) a la CNCM de l'Institut Pasteur. 

Un recombinant intergenerique E. coli Hfr /S. typhimurium F~ 

25 mutL a aussi ete depose sous la reference SCL17 (n° 1832) a la CNCM de 
Tlnstitut pasteur. 

EXEMPLE 2 RECQMBINAISQN HETEROSPECIFIQUE DANS L'OPERON 
HISTIDINE : REMPLACEMENTS DES GENES DE SALMONELLA 
30 TYPHIMURIUM PAR CEUX D'ESCHERICHIA COLI 



La strategie experimentale pour mesurer la frequence de 
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remplacements des genes par la recombinaison heterospecifique entre 
Salmonella typhimurium et Escherichia coli a ete la suivante : 
(1) On a utilise comme souche "receptrice" d'information genetique S. 
typhimurium LT2 portant deux genes defectifs dont on a cherche la 
5 recuperation fonctionnelle par la recombinaison : 

- hisD::I5200 avec une mutation rendant la cellule His" (incapable de 
synthetiser 1'histidine, meme en presence d'un intermediaire 
histidinol) et 

- proAB47 avec une deletion qui rend la souche incapable de 
10 synthetiser la proline (pro") (ref. Lam, S. and Roth, J.F. (1983) Cell 

3ft 951-960 ; Csonka, L.N. (1981) Mol. Gen. Genet. J_82 82-86). 
HisD.:I5200 correspond a l'insertion d'un element transposable 
inactive et ne retourne jamais vers hisD + . 
La souche donneuse d'information genetique est soit une souche S. 

15 typhimurium avec les operons histidine et proline intacts (his + et pro 4 *), 

soit une souche de S. typhimurium deletee pour Toperon his (his64ft), 
mais rendu his + par Taquisition d'un episome d ! E. coli , F f 150 his + 
portant i'operon his d T E. coli (ref. hartman et ai., (1971) Adv. Genet. JJ>, 
1-34 ; Low, K.B. (1973) Bact. Rev. 36, 587-607). 

20 (2) Le transfert genetique de la donatrice dans la receptrice s'effectue a 

Paide d'un bacteriophage transducteur p22 Hft int3 (Schnieger. H. 
(1972) Mol. Gen. Genet 119 , 75-88). C'est une methode classique de 
transfert des genes (Miller, I.H. "Experiments in Molecular Genetics", 
Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. 1972) : on produit un stock de 

25 phages en le laissant croitre sur la souche donneuse puis on infecte la 

souche receptrice avec une multiplicity d'infection par bacterie et on 
etale les bacteries infectees sur les boltes dites "selectives" sur 
lesquelles ne poussent que les bacteries ayant aquies le caractere 
genetique de la souche donneuse (par exemple, la gelose M63 milieu 

30 minimum (voir Miller ci-dessus) avec la proline mais sans Phistidine et 

avec Thistidinol (30 pg/mi) pour detecter les bacteries hisD + , ou avec 
histidine et arginine mais sans proline pour detecter les bacteries pro + ). 
On compte les colonies hisD + ou pro ^ apres 2 jours d'incubation a 37°C. 
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Une fagon d'exprimer les variations dans la recombinaison 
homeologue (intergenerique) par rapport a la recombinaison homologue 
(intraspecifique) est de determiner ie rapport des transductants hisD + et 
pro * pour un lysat de P22Hft int3 provenant soit de la donneuse hisD" 
5 d' E.coli, soit de la donneuse hisD + de S. typhimurium (les deux souches 
ayant les memes pro AB de Salmonelle). 

Le tableau 3A montre ces deux rapports hisD */ proAB * 
(heterospecifiques et homospecifiques) pour la souche sauvage mut + et les 
derives mut L, mut S, mutU et mutH de la souche receptrice. On voit que le 

10 rapport hisD ~*7 proAB * pour hisD heterospecifique augmente de plus de 100 
fois dans les bacteries mut S et mutL tandis que dans mut H augmente un 
peu moins et mutU tres peu. Le rapport n f augmente pas plus que d ! un 
facteur de k quand la donneuse est hisD + et proAB + de la Salmonella. Ces 
resultats corroborent les resultats de la conjugaison mais d'une fagon 

15 qualitative. 

Le remplacement des genes est demontre ici en utilisant 
comme marqueur genetique de la deficience en hisD un transposon defectif 
TnlO-dcam portant la resistance au chloramphenicol (10 ^ig/ml) et ayant 
detruit le gene hisD en s'inserant dans le gene (Eliott, T. et Roth, J,R. 
20 (1988) Mol. Gen. Genet. 213, 332-338). Le remplacement du gene defectif 

hisD: : Tn 1 Od-cam par le gene fonctionnel hisD + d f E.coli -aura deux effets 
phenotypiques concomittants : 

(i) La bacterie receptrice devient hisD 4 " (crolt en presence histidinol ; 
phenotype designe Hol + ) et 
25 (ii) Elle perd son transposon Tnl Od-cam et devient sensible au chloram- 
phenicol. 

Le tableau 3B montre qu'aucun transductant hisD + n*a retenu 
la resistance au chloramphenicol, tandis que les transductants pro + (les 
genes proAB sont loin du gene hisD ) maintiennent leur resistance au 
30 chloramphenicol. 
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Tableau 3 : croisement par transduction 

A. Les alleles mutants favorisent la faculte de sequences E. coli a donner 
la prototrophic histidinol a S. typhimurium 



Croisements 

heterospecifiques 

Hol + : E. coli 

Pro" 1 " : S. typhimurium 



Croisements 
homospecif iques 
Hoi : 5. typhimurium 
Pro + : 5. typhimurium 



10 



15 



Allele mut 
de souche 
receptrice 

mut + 
mutL #1 
mutL #2 
mutS #1 
mutS #2 
mutU #1 
mutU #2 
mutH #1 
mutH #2 



Hol + /Pro + (x 10*) 



4 

355 
147 
696 
451 
20 
10 
37 
170 



Hol + /Pro H 



320 
180 
150 
130 
160 
460 
520 
180 
190 



B. Transduction interspecifique par remplacement allelique 



20 



25 



Allele mut 
de souche 
receptrice 

mut + 



mutS 



Contenu des 
plaques 

Pro, Hoi 

Pro, Hoi, Cam 

His, Arg 

His, Arg, Cam 

Pro, Hoi 

Pro, Hoi, Cam 

His, Arg 

His, Arg, Cam 



Selection des 
plaques 

Hol + 

Hoi + Cam 
Pro* 

Pro + Cam 
Hol + 

Hol + Cam r 

Pro + r 
Pro Cam 



Nombre moyen 
de colonies 

5 
0 

478 
498 

168 
0 

1344 
1110 



30 



Legende : 

Hol + = croissance en presence d'histidinol 

Pro = proline 

Arg = arginine 

Cam = chloramphenicol 
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EXEMPLE 3 INACTIVATION PAR SATURATION TRANSITOIRE DU 
SYSTEME DE REPARATION PES MESAPARIEMENTS 

Chez E^coii, le systeme de correction des erreurs Mut (H, L, 5, 
5 U) est limite et peut etre sature par la titration c'est-a-dire i'inactivation 
fonctionnelle de la proteine MutL. 

La souche qui est la plus forte mutatrice connue E. coli mutD5 
est defectueuse en lecture de correction exonucleasique associee a la DNA 
polymerase III, done elle produit beaucoup d'erreurs de replication, 

1° On a demon tre par la transfection avec un DNA heteroduplex 

des phages $X 174 ou A que, en pleine croissance, en milieu riche, ces 
bacteries sont deficientes en reparation des mesappariements, Mais si i ! on 
arrete la replication du DNA bacterien (phase stationnaire ou arret 
specifique de la replication par une mutation thermosensibie) l'activite 

15 reparatrice est recuperee totalement. Cette reparation est bloquee si l f on 
bloque la synthese proteique de novo par le chloramphenicoL Done, le 
systeme Mut n'est pas seulement sature mais "mort" et il faut resynthetiser 
les enzymes ou l ! enzyme de reparation, 

Un test de reparation des mesappariements in vivo utilise 

20 comme substrat des molecules determinees construites in vitro par la 
separation des brins de TADN et la reconstitution de duplexes nouveaux du 
type heteroduplexes. En utilisant des genes mutants determines quant a 
leur sequence, il est possible de construire des molecules avec un seul 
measappariement determine. Nous avons employe un gene mutant dans le 

25 gene el codant pour le represseur du bacteriophage lambda, la proteine 
responsable de Tetat "dormant" prophagique du bacteriophage lambda, qui 
donne un phenotype "clair" a la plage de lyse par rapport aux plages 
"troubles" du phage sauvage. II s'agit de la mutation UV23 correspondant a 
une mutation G:C qui donne A:T au niveau de la quarante troisieme paire 

30 de bases du gene cl. Done en fonction du brin choisi, nous avons construit le 
DNA du phage lambda avec un brin sauvage et un brin portant la mutation 
UV23, le duplex est, sinon, normal sur environ 50 000 paires de bases, 
excepte le mesappariement G:T ou A:C au niveau de la mutation UV23. La 
preparation des stocks du phage lambda et la separation des brins dans le 
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gradient de chlorure de cesium en presence des polymeres poly (U,G) 
(uridine et guanosine) a ete decrit par M. Meselson et R. Yuan (1968) 
Nature, 217 : 1110-111*. 

Comme le systeme de correction des mesappariements est 
5 dirige par la methylation (6-methyi-adenine) des sequences 5 f GATC 
(Radman et Wagner (1988) Scientific American Aout 1988 pour la Science, 
Octobre 1988), nous avons construit un ADN heteroduplex portant la 
methylation sur un seul brin. L'ADN est introduit en une seule copie dans la 
bacterie E. coli rendue permeable a l'ADN externe par la methode du 

10 chlorure de calcium (Mandel et Miga (1970) 3- Moi. Biol. 5J3 : 159-162 (les 

bacteries en croissance exponentielle sont tenues en presence de 0,1 M 
CaC^ dans la glace, pendant 2,5 heures au moins)). Les bacteries 
transfectees sont etaiees avee la gelose molle sur les boites de Petri, 
incubees pendant la nuit et la descendance phagique de chaque molecule 

15 heteroduplex dans les centres infectieux, est determinee par le re-etalement 
des phages repiques de chaque centre infectieux. Trois types de centres 
infectieux sont possibles : pur trouble (c + ), pur clair (c), et mixtes 
contenant les phages c + et c. Les centres infectieux mixtes contiennent la 
descendance d'un ADN heteroduplex non repare : les deux brins, un c + , 

20 l'autre c, se sont repiiques et ont donne la descendence phagique avant 

qu'une reparation ait pu eliminer une base mesappariee portant le 
caractere c + ou c. Done, un nombre important de centres infectieux mixtes 
signifie qu'il y a eu peu de reparation et vice versa. En outre la reparation 
dirigee produit les centres infectieux purs du type porte par le brin 

25 methyle et il y a done une incidence dans le rapport c/c + (voir tableau 4 

ci-apres) 

Cette methodologie a ete decrite dans Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 82 : 503-505 (1985) par Dohet Wagner et Radman. 

Le tableau k ci-apres montre que dans une souche mutatrice 
30 mutD5, defectueuse en fidelite de la synthese de 1 ! ADN produisant done 
beaucoup de mesappariements au cours de la replication de son ADN, la 
reparation des mesappariements est deficiente. 
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Tableau » : Analyse genetique de la descendence phagique des molecules 
heteroduplexes du bacteriophage lambda hemimethylees dans 
les diverses souches et conditions de croissance 



5 









Heteroduplex : 


C + - 


-G- 




— (r) me" 




Souche 


condition de 


















c 


T- 




(I) me + 




d'E. coli 


la culture 


Descendance : 


+ 

c 


c/ 


+ 

c 


c (%) 


10 


















W 3110 


32° 




0 




4 


96 




(mut + ) 


42° 




1 






95 


15 


















C 600 (mutL) 


32° 




1 




86 


13 






42 




1 




92 


7 


20 


W 3110 


32° 




0 




3 


97 




dna A (ts) 


42° 




0 




3 


97 




KD 1079 


32° 




0 




48 


52 


25 


(mut D5) 


42 




1 




49 


50 




KD 1079 


32° 




1 




48 


51 




dna A (ts) 














30 


mut D5 


42° 




0 




10 


90 
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En comparant les 3 % de centre infectieux mixtes de la 
bacterie W 3110 dna Ats avec les 48 et 49 % des centres infectieux mixtes 
chez la bacterie mutD5, il appparait bien que la reparation des mesap- 
pariements est deficiente chez la mutatrice mutD5. En comparant les 49 % 
5 de centres infectieux mixtes avec les 86 a 92 % chez le mutant mutL, il 
apparalt que le defaut en reparation des mesappariements n'est pas total. 
L'arret d ! initiation de la replication de 1'ADN bacterien chez les mutants 
dna Ats a 42°C pendant 2 heures, n f a pas affecte la reparation des 
mesappariements chez les souches autres que mutD5, dna Ats ou on a pu 

10 observer la recuperation de la reparation des mesappariements avec 10 % 
de centre infectieux mixtes. Cette recuperation n'a pas eu lieu en presence 
d f un inhibiteur de la synthese proteique, soit avec 100 pg/ml de 
chloramphenicol. Done, en arretant la production des mesappariements par 
la replication erronnee, on ne retrouve la reparation que par la synthese 

15 des proteines. Ceci suggere que la reparation des mesappariements 
implique un "suicide" enzymatique. La saturation correspondrait aiors a une 
inactivation fonctionnelle d'une ou plusieurs proteines Mut. Dans les 
experiences decrites ci-apres nous montrons que la proteine fonctionnelle 
manquante est la proteine Mut L. 

20 

Preparation de Theteroduplex circulaire du phage Ml 3 mp2 

L'ADN phagique et 1 ? ADN intracellulaire sont prepares par 
centrifugation CsCl en presence de bromure d'ethidium comme decrit par 
Brooks et al. (1988) a partir du phage purifie ou apres infection par les 

25 phages et incubation pendant 30 minutes. II s ! agit de methodes standards 
decrites par Maniatis, Fritsch et Sambrook (1982) Molecular Cloning, 
Laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York. L'hetero- 
dupiex est prepare en hybridant le brin d'ADN intracellulaire a double brin 
(RFI) linearise avec l'enzyme Ava II, denature 10 minutes a 70°C dans 

30 Teau, puis renature en presence de TADN simple brin pendant 10 minutes a 
60°C dans le tampon 2x SSC. 
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L'ADN simple brin est elimine par la celiulose-benzoylee- 
naphtaylee en presence de NaCl 0,1 M. L'ADN heterodupiex avec un 
mesappariement G:T est garde dans le tampon Tris 0,05 M et EDTA 0,001 M 
a pH 8. 

Le mesappariement G:T porte son marquage genetique : 
5> GTT 3' (-) bleue (lac + ) methyl- 
s' TAA 5' (+) bianc (lac") methyl + 

Comme precedemment avec 1'ADN du phage lambda, une seule 
molecule entre dans la cellule rendue permeable par la methode Hanahan 
(Maniatis et Coll. 1982), base sur 1'effet du calcium dithiothreitol et 
dimethylsulfoxyde sur les parois ceilulaires. Les bacteries transfectees sont 
diluees et etalees avec la souche indicatrice CSH 50 (del lac-pro, ara", pro", 
str A) en presence de X-gal et IPTG pour permettre la coloration bleue des 
plaques phagiques lac + et non celle des phages lac" (mutants). Les plages de 
15 lyses mixtes (blanc/bleu) montrent l'heteroduplex non repare. 

Le tableau 5 ci-apres montre qu'en phase logarithmique de 
croissance, la fraction des centres infectieux mixtes est semblable chez le 
mutant mutL defectif en reparation et le mutant mutD. Mais en phase 
tardive logarithmique avant la phase stationnaire, la fraction des centres 
infectieux mixtes chez le mutant mutD est la m§me que chez le type 
sauvage mut + done, la mutatrice mutD est defective en reparation des 
mesappariements pendant la croissance rapide mais elle retrouve son 
activite de reparation Iorsque la croissance ralentit. 



20 
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Tableau 5 : Descendance phagique des molecules heteroduplexes du 
bacteriophage M13 mp2 (heteroduplex avec mesappariement 
G:T) dans les souches mutatrices. Effet de la phase de 
croissance. 

5 



Souche 
d'E. coli 


nature et pourcentage des centres infectieux 


phase log. precoce 


phase log. tardive 


mixtes blancs bleus total 


mixtes blancs bleus total 


KA 796 
(mut + ) 


0,5 92 7,5 1120 


6,9 76 17,1 1290 


NR 9163 
(mutL) 


50,6 7,9 41,5 860 


47,8 6,6 45,6 1603 


NR 9066 
(mutD) 


40,7 22 37,3 1013 


7,5 69,8 22,5 1949 



25 Le tableau 6 ci-apres montre que les genes clones et 

surexprimes peuvent recuperer Tactivite de reparation des mesappa- 
riements dans la souche mutD. Specifiquement, les genes mutL et mutH et 
non les genes mutS et mutU clones dans le plasmide pBR325 introduits dans 
la souche mutD, provoquent la recuperation quasi totale de i'activite de 

30 reparation. En accord avec cette observation, la frequence des mutations 
spontanees decroit dans la mutatrice mutD portant le plasmide pBR325 
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(mutL" 1 ") ou pBR325 (mutH + ) et non avec les pBR325 (mutS^) ou pBR325 
(mutU + ) comme II ressort du tableau 7 ci-apres. 

Tableau 6 : Descendance phagique des molecules heteroduplexes (mesap- 
pariement G:T) du phage Ml 3 mp2 dans la souche mutatrice 
mutD5 portant les plasmides avec les genes mutH, mutL, mutS 
et mutU 



10 


Souches 
d'E. coli 


Nature et 


pourcentaee 


des centres 


infectieux 


mixtes 


blancs 


bleus 


total 




NR 9066 mutD5 










15 


- sans pBR 


47,8 


17,7 


34,4 


661 




+ pBR (mutH + ) 


6,0 


77,6 


16,* 


1756 




+ pBR (mutL + ) 


1,3 


73,3 


26,2 


872 




+ pBR (mutS + ) 


49,8 


1**1 


36,0 


1186 




+ pBR (mutU + ) 


39,7 


18,5 


41,6 


867 


20 


Segregant (mutL - ) 


55,0 


11,6 


33,4 


1161 




KA 796 (mut + ) 


2,6 


80,3 


16,9 


1778 




NR 9163 (mutO 


48,2 


6,2 


45,5 


1811 



25 



30 
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Tableau 7 : Frequences des mutations spontanees dans mutD5 portant les 
plasmides pBR325 (mutH, mutL, mutS ou mutU) 



5 


Souches d'E. coli 


Frequence des 


mutations (xlO"^) 




Rif R 


Nal R 


10 


NR 9066 mutD5 








- sans pBR 


215,0 


60,3 




+ pBR (mutH + ) 


42,4 


8,7 




+ pBR (mutL + ) 


15,3 


0,71 




+ pBR (mutS + ) 


149,0 


37,3 


15 


+ pBR (mutU + ) 


165,0 


36,4 




Segregant Amp (mutL ) 


245,0 


55,1 




KA 796 (mut + ) 


0,006 


0,0008 



20 Ces experiences presentent la premiere demonstration 

experimental d'une catastrophe d'erreurs ou d'effet avalanche- Un exces 
d'erreurs au niveau de la synthese de TADN provoque la saturation 
(i'inactiyation) du systeme de reparation des mesappariements, Le resultat 
est un defaut double dans les systemes de la fidelite de replication. 

25 En introduisant les plasmides mutH + , mutL + , mutS + et mutU + 

dans E> coli mutD5, on peut demontrer qu'il n r y a pas de perte d'activite de 
reparation quand la fonction MutL est surproduite. Done, la proteine MutL 
se "suicide" dans i'acte de reparation. La mutatrice mutD5 presente le 
premier cas experimental de "catastrophe d f erreurs" : trop d ! erreurs au 

30 niveau de la replication du DNA qui surcharge le systeme de correction 

lequel s'effondre et provoque un effet d m avalanche". 
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Done, II suffit d'introduire d'un coup un nombre excessif de 
mesappariements de base dans une cellule pour que le systeme de 
reparation s ! effondre et reste inactlf jusqu'a la "dilution 11 du substrat avec 
les mesappariements et la resynthese des enzyme Mut. 

5 

EXEMPLE » SATURATION DU SYSTEME DE CORRECTION DES 
MESAPPARIEMENTS CHEZ LES CELLULES DES MAM MI- 
FERES 

1° II est difficile d ! isoier un mutant mut- chez les cellules de 

mammiferes. II s'agit de mutations recessives dans des cellules diploldes qui 
necessitent Tinactivation simultanee de deux copies du meme gene* Ces 
mutants peuvent. en outre etre letaux- Ceci est du au fait que le 
poiymorphisme des sequence, surtout au niveau des diverses families de 

15 sequences repetitives, est ^element cle de la stabilite chromosomique. C r est 
en effet grace a ce poiymorphisme que le systeme de reparation des 
mesappariements peut empecher toute recombinaison dangereuse entre les 
sequence repetitives (aberrations chromosomiques) ou entre les chromo- 
somes homologues (homozygotie par recombinaison mitotique), sauf la 

20 recombinaison reparatrice entre les chromatides soeurs (echange de 
chromatides soeurs) issues de la replication d f une molecule-mere et ayant 
done une sequence identique. 

Trois experiences ont ete tentees : suite a l T introduct!on dans 
les cellules de la souris de DNA heteroduplex riche en mesappariements, on 

25 a cherche a determiner si Ton pouvait : 

a) observer Tapparition d'aberrations chromosomiques 
provoques par I'activation de la recombinaison entre les 
sequences repetitives diversifiees, 

b) observer ^apparition de mutations suite a des erreurs de 
30 replication non corrigees, 
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c) cibler par un oligonucleotide synthetique une mutation 
cancerogene puis la corriger par un autre oligonucleotide. 

a) On realise la transfection des cellules CHO (Chinese Hamster ovary) et 
NIH3T3 (fibroblastes de la souris) par la methode decrite par C.Chen et 

5 H. Okayama (1987) Mol. Ceil. Biol. 7 : 2745-2752 ("High efficiency 

tranformation of mammalian cells by plasmid DNA"). Environ 50 % des 
cellules sont eff ectivement transfectees par le DNA circulaire qu'est 
Pheteroduplex M13/fd dont la preparation sera explicitee ci-apres et 
environ 10 6 des paires de bases du DNA entrent dans la cellules, done 

10 environ 200 molecules portant environ 35 000 mesappariements. 

Les plaques metaphasiques pour observer les chromosomes mitotiques 
condenses sont preparees d'apres les methodes ciassiques decrites par 
A.R. Kinsella et M. Radman "Inhibition of carcinogen-induced 
chromosomal aberrations by an anticarcinogenic protease inhibitor", 

15 Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, 3544-3547 et "Tumor promoter 

induces sister chromatid exchanges : relevance to mechanisms of 
carcinogenesis", Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1978) 75, 6149-6153. 

b) Pour tester l'effet mutateur de la transfection par heterodupiex riche en 
mesappariements, on melange le DNA du piasmide pcD neo (Chen et 

20 • Okayama (1987) Mol. Cell. Biol. _7 : 2745-2752 "high efficiency 

tranformation of mammalian cells by plasmid DNA") avec Pheteroduplex. 
Ceci permet la selection en presence de 400 pg/ml de neomycine G418 
des cellules dans lesquelles le DNA exogenea penetre. Parmi ces 
cellules, on teste la frequence des mutations de resistance a la 

25 6-thioguanine et a I'Ouabaine comme decrit par Kinsella et Radman 

(1978) P.N.A.S. USA 75, 6149-6153. 

c) Mutagenese ciblee et progammee. 

Pour effectuer la penetration des oligonucleotides de synthese on peut 
employer plusieurs methodes, telles que la methode du phosphate de 
30 calcium, Pelectroporation et la methode des liposomes comme decrite 

* par Chen et Okayama, Andreason et Evans et Mannins et Gould-Fogente 
respectivement dans Biotechniques , vol 6, n° 7, Juillet/Aout 1988). La 

* technique par microinjection directement dans le noyau peut egalement 
etre pratiquee. 
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On utilise des cellules NTIH3T3 de la souris pour la transformation et 
Pheteroduplexe M13/fd dont la preparation est explicitee ci-apres 
comme inactivateur du systeme de correction des mesappariements ainsi 
que ^oligonucleotide de synthese 19-mer 5* GTTGGAGCTTGTGGCGTAG 
(le T souligne est la base "mute" dans beaucoup de tumeurs humaines et 
de rongeurs qui se trouve dans ie codon 12 de ^oncogene K-ras). Le 
caractere cancerogene de la cellule transformee se volt par la croissance 
en "foyer" sur le tapis monocouche ou par la croissance dans la gelose 
molle. Par mutagenese reverse avec l'oligonucieotide 
5 f GTTGGAGCTGGTGGCGTAG, on peut obtenir une guerison genetique. 

Preparation de i'heteroduplexe M13/fd et Pheteroduplexe <^X^ 74/Gfr 

On a realise un heteroduplex comportant 3 % de mesap- 
pariements entre les DNAs des phages bacteriens Ml 3 et fd. 
Le principe operatoire est le suivant : 

- isoler le DNA intracellulaire (circulaire, double brin ou RFI), 

- cliver chaque population moleculaire une fois mais a 
differents endroits de la molecule, 

- denaturer - renaturer, 

- isoler le DNA circuiaire (comme decrit par Brooks et al., 
1989). 



^ 50 % 



50 8 o" 111 ^ 




meianger 



denaturer 
renaturer 




6^08 p.b. 



2220 



174 mesappariements par 
molecule de 6408 p.b. 

(Les sequences : Van Wezenbeek et Coll. (1980) Gene, 11 : 129-148) 

Les cultures de bacteries, infections phagiques, isolement de 
la forme replicative (RFI) des bacteriophages M13 ou'fd ont ete decrits par 
Messing dans Methods in enzymology vol. 101, p 20-78 (1983). 
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La forme I (RFI) est coupee pour le phage Ml 3 par Bail et 
pour le phage fd par BamHI. Apres digestion enzymatique, les ADN sont 
denatures puis renatures selon le protocole decrit par Lee, Clark et 
Modrich PNAS 80 4639-4643 (1983). Apres action de la ligase d'E. coli, 
5 l'ADN circulaire clos par liaison covalente est purifie par centrif ugation en 
CsCi-EtdBr. 

On a egalement realise un heterodupiex comportant 30 % de 
mesappariements entre les DNA des phages <$X 17^f et selon le meme 
procede. 

10 Les souches suivantes ont ete deposees a la Collection 

Nationale de Cultures de Microorganismes, Institut Pasteur, 28, rue du 
Docteur Roux, 75724 PARIS CEDEX 15. en date du 23 DECEMBRE 1988, 

Salmonella typhimurium SL4213 mut L N° I 831. 

Recombinant Intergenerique SCL17 N° I 832. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de recombinaison in vivo de sequences d'ADN 
partiellement homologues presentant jusqu'a 30 % de mesappariements de 
base, caracterise en ce qu'on met en presence lesdites sequences dans des 
cellules ou un organisme dont le systems enzymatique de reparation des 
mesappariements est defectueux ou a ete inactive transitoirement, 
notamment par saturation, le temps d'obtenir la recombinaison entre 
lesdites sequences d'ADN, ou encore en utilisant des mutants qui 
augmentent la recombinaison intergenerique. 

2. Procede de production in vivo de genes hybrides et de leurs 
proteines codees, caracterise en ce que dans un procede selon la 
revendication 1 on met en presence dans ledit organisme defecteux ou 
inactive dans le systeme enzymatique de reparation des mesappariements 
deux dites sequences d'ADN consistant en des genes partiellement 
homologues issus de deux organismes differents, et on selectionne le gene 
hybride recherche ou sa proteine codee. 

3. Procede de production in vivo de genes hybrides, et de leur 
proteines codees selon la revendication 2, dans lequel un premier gene d'un 
premier organisme est porte par un premier piasmide et un second gene 
partiellement homologue d'un second organisme sont introduits par 
transformation dans une bacterie dont le systeme enzymatique de 
reparation des mesappariements est defectueux ou dans tout autre bacterie 
mutante qui augmente la recombinaison intergenerique ou dans une 
bacterie dont le systeme de reparation des mesappariements est transitoi- 
rement inactive, les genes se recombinent et l'on selectionne le gene 
hybride recherche ou sa proteine codee. 
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4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que la 
bacterie transformee avec les plasmides portant les genes a recombiner 
peut etre une souche E. coli ou Salmonella typhimurium defectueuse ou 
transitoirement inactivee dans le systeme enzymatique de reparation des 

5 mesappariements ou tout autre mutant de telle bacterie qui augmente la 
recombinaison intergenerique. 

5. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise 

ts-1 

en ce qu ! on utilise une souche de E. coli mutS thermosensible pour la 
10 fonction de reparation des mesappariements de bases, souche qui est 
mutatrice mutS" a 42°C et normaie mut + a 32°C. 

6. Procede de production de cellules recombinees par des 
techniques de transformation ou fusion selon la revendication 1, caracterise 

15 en ce que : 

- on effectue la transformation et la recombinaison in vivo : 

. a Taide de TADN de cellules d f un organisme d'une premiere espece 

et d'un premier genre, et 
. avec I'ADN chromosomique des cellules d f un organisme d f une 
20 deuxieme espece et/ou d f un deuxieme genre, 

ces cellulles de l'organisme de deuxieme espece ou genre etant defec- 
tueuses dans le systeme enzymatique de reparation des mesappariements de 
bases ou ayant ledit systeme inactive transitoirement, notamment par 
saturation, ou bien 

25 - on effectue la recombinaison in vivo des chromosomes de ces deux types 
de cellules apres fusion desdites cellules, celles-ci ayant toutes deux un 
systeme enzymatique de reparation des mesappariements defectueux ou 
ayant ledit systeme inactive transitoirement notamment par saturation. 

30 7. Procede de production d'organismes recombines par 

croisement et recombinaison in vivo d'organismes d'especes et/ou de genres 
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differents selon la revendication 1, caracterise en ce qu'on effectue le 
croisement in vivo entre : 

- un organisme d'une premiere espece et d f un premier genre, 
et 

5 - un organisme d ! une deuxieme espece et/ou d'un deuxieme 

genre, 

Pun au moins de ces deux organismes etant defectueux dans ie systeme 
enzymatique de reparation des mesappariements de bases ou ayant ledit 
systeme inactive transitoirement, notamment par saturation, 

10 

8. Procede selon la revendication 6 ou 7, caracterise en ce 
qu'on produit des bacteries, des levures, des cellules de piantes ou animales 
recombinees a partir d'organismes correspondants. 

15 9, * Procede de production de bacteries recombinees par 

croisement et recombinaison in vivo de bacteries d'especes et/ou de genres 
differents selon la revendication 6 ou 7, caracterise en ce qu'on effectue 
une conjugaison ou transduction in vivo entre 

- des bacteries dites receptrices d'un organisme d'une premiere espece et 
20 d ! un premier genre qui sont defectueuses dans les systemes enzymatiques 

de reparation des mesappariements de base ou dont les systemes enzy- 
matiques de reparation des mesappariements des bases sont inactives 
transitoirement notamment par saturation le temps d'obtenir la 
recombinaison voulue, et 
25 - des bacteries dites donneuses d'un organisme d'une deuxieme espece 
et/ou deuxieme genre qui comporte un caractere particulier que i f on 
souhaite transferer aux bacteries receptrices. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que les 
30 bacteries dites receptrices sont en outre defectives dans le systeme 
enzymatique de restriction de I'ADN. 
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11. Precede de production in vivo de genes hybrides et de 
ieurs proteines codees a partir de deux genes partieiiement homologues, 
caracterise en ce que dans un procede selon Tune des revendications 7 a 10 
un premier organisme contient un premier gene et ledit deuxieme 

5 organisme contient le second gene partieiiement homologue, et en ce qu'on 

selecti&nne le gene hybride recherche ou sa proteine codee. 

12. Precede seion Tune des revendications 9 a 11, caracterise 
en ce qu'on croise une souche E. Coli et une souche Salmonella 

10 typhimurium dont Tune au moins est defectueuse ou inactivee transi- 

toirement dans le systeme enzymatique de reparation des mesappariements. 

13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que la 
souche E. coli ou Salmonella typhimurium defectueuse dans le systeme 

15 enzymatique de reparation des mesappariements de base est une souche 

mutS" ou mutL", e'est-a-dire defectueuse en proteine MutS ou MutL qui 
interviennent dans la reconnaissance des mesappariements. 

14. Procede selon Tune des revendications 9 a 13, caracterise 
20 en ce que la bacterie donneuse est une souche HFr, la bacterie receptrice 

est une souche mutante F", en cas de conjugaison 

15. Procede selon Tune des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la saturation du systeme enzymatique de reparation 

25 des mesappariements de base se fait en introduisant un heteroduplex riche 
en mesappariement. 

16. Procede de mutagenese inverse ciblee d'un gene dans un 
organisme selon la revendication 1, ledit gene comportant une base mutee 

^ que Ton veut retablir telle quVavant sa mutation, caracterise en ce qu ! on 
introduit dans Torganisme un heteroduplex comportant un nombre eleve de 
mesappariement pour inactiver par saturation le systeme enzymatique de 
correction des mesappariements de Torganisme et un oligonucleotide 
consistant dans la sequence d T ADN retablie telle qu'avant mutation du gene. 
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17. Procede selon les revendications 15 ou 16, caracterise en 
ce que l'heterodupiex provient des phages Ml 3 et fd. 
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